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RESUMEN
Este estudio tiene por objetivo la evaluación de organismos de ecosistemas acuáticos como Daphnias (pulgas de agua), ante 
la presencia de contaminantes que provienen de la actividad minera, mediante la aplicación de ensayos biotoxicológicos. Las 
daphnias se han escogido porque son muy vulnerables a contaminantes y cumplen un papel importantísimo en los ecosiste-
mas acuáticos, debido a que consumen otros organismos más pequeños y sirven de alimento a diversos peces. Los ensayos 
biotoxicológicos fueron aplicados para dos casos en particular, en ambos se obtuvo la concentración letal media (CL50) para 
daphnias en pruebas cortas (96 h), utilizando para su determinación la curva de análisis Probit. En el primer caso, se evaluó 
a un solo contaminante (solución de cobre de 1000 ppm), encontrándose que la CL50 es de 3.3 µg/L; en el segundo caso se 
evaluaron varios contaminantes (cuerpo receptor) y se encontró que la CL50 es de 59 %; es decir, que el 59 % es el agua del 
cuerpo receptor y el 41 % corresponde al agua destilada.
Palabras clave: Ensayos biotoxicológicos, Daphnias, concentración letal media (CL50).
ABSTRACT
The assessment evaluates aquatic ecosystems organisms known as Daphnia (water fleas), in the presence of pollutants that 
come from mining activity, by the applications of biotoxicological tests. The daphnias were chosen due to the fact, that they are 
very sensitive to contaminants and have an important role in aquatic ecosystems. They feed on smaller species and provide food 
for many fishes. The biotoxicological tests were applied in two particular cases, in both cases the Median Lethal Concentration 
(LC50) was obtained for daphnias in short tests (96 hours), using for this determination, the probit analysis curve. In the first case 
it was used a single pollutant (Copper solution 1000 ppm), where It was determined that the LC50 was 3.3 µg/L; in the second 
case there were used several contaminants (river as a receptor), and it was determined that the LC50 was 59%, It means that 
59% is the river water and the 41% is distilled water.
Keywords: Biotoxicological tests, Daphnias, median lethal concentration (LC50).
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I. INTRODUCCIÓN
En la actualidad, el Perú y el mundo presentan serios 
problemas ambientales y sociales debido a operaciones 
mineras, las cuales emanan efluentes que contienen me-
tales y otras sustancias a los cuerpos receptores cercanos. 
Es por esto que las empresas mineras están en una nece-
sidad constante de mejorar e incrementar sus controles 
ambientales.
En este estudio se plantea la aplicación de ensayos bio-
toxicológicos para evaluar organismos como Daphnias 
ante la presencia de contaminantes mineros. Las Daph-
nias son organismos que tienen un rol muy importante en 
los ecosistemas acuáticos, debido a que son el alimento de 
las especies superiores; si estos organismos perecieran, no 
tendrían de qué alimentarse las demás especies.
1.1. Bases conceptuales
1.1.1. Daphnias
Las Daphnias, conocidas comúnmente como pulgas de 
agua, son microcrustáceos con un papel muy importante 
en los ecosistemas acuáticos; estos animales planctónicos 
se apoderan de otros organismos más pequeños y sirven 
de alimento a diversos peces.
Este organismo, conocido también como cladócero de 
agua dulce, pertenece a la subclase Branchiopoda y a la 
clase Crustáceos, y es usado como organismo indicador 
de ensayos biotoxicológicos para agua dulce. De igual for-
ma, el copépodo marino, Acartia tonsa, perteneciente a 
la subclase Ostracoda, se usa para probar los efectos de 
los intoxicantes en el medio marino; este organismo tiene 
el mismo rol que cumplen las Daphnias en los medios 
continentales (Figura N° 1).
Figura N.° 1. Daphnia o pulga de agua (www.elacuarista.com/alimentos/
daphnias.htm).
Se obtienen las Daphnias de cultivos establecidos o reco-
giéndolas en su hábitat; aunque pueden servir Daphnias 
de cualquier edad disponible, es más adecuado usar ani-
males recién nacidos que los mayores (Figura N.° 2).
Figura N° 2. Criadero de daphnias.
1.1.2. Pruebas biotoxicológicas
En la evaluación de la contaminación del agua, los es-
tudios biotoxicológicos son necesarios, debido a que las 
pruebas físicas y químicas no resultan suficientes para la 
valoración de los potenciales efectos sobre la vida acuá-
tica. No se puede determinar, por ejemplo, la interacción 
de los efectos tóxicos de las materias complejas.
Las diferentes clases de organismos acuáticos no son 
igualmente sensibles a las mismas sustancias tóxicas, ni 
su susceptibilidad es igual a lo largo de su ciclo vital; 
aunque la exposición previa a los tóxicos puede alterar 
este nivel de susceptibilidad.
1.1.3. Parámetros obtenidos en las pruebas biotoxicológicas
Los principales parámetros obtenidos en estas pruebas 
son: la concentración letal media (CL50) y la concentra-
ción específica media (CE50).
La concentración letal media (CL50) se define como la 
concentración del agua en estudio capaz de matar a la 
mitad de los organismos evaluados en un tiempo determi-
nado (generalmente 96 h, para pruebas cortas).
La concentración específica media (CE50) se define como 
la concentración del agua en estudio capaz de producir 
en la mitad de los organismos evaluados una respuesta 
específica, ya sea en frecuencia respiratoria, pérdida del 
equilibrio, en un tiempo dado, etc. (generalmente 96 h, 
para pruebas cortas).
1.1.4. Método gráfico utilizado en las pruebas biotoxicológicas
Los métodos gráficos, como las curvas de análisis Probit, 
son la manera de expresar los resultados de las pruebas 
biotoxicológicas (se utiliza papel logarítmico).
Las curvas de análisis Probit son utilizadas para determi-
nar la CL50 o CE50. En un eje se coloca la concentración 
de los metales, efluentes o cuerpos receptores; y en el otro 
eje, se coloca el porcentaje de los organismos que van 
muriendo o mostrando una conducta específica (según se 
busque el CL50 o CE50) en un tiempo determinado. Se 
plotean los datos y se traza una línea; la concentración 
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que coincide con el 50 % es la CL50 o CE50 (según lo que 
se evalúe).
II. MATERIALES Y MÉTODOS
Los ensayos biotoxicológicos serán aplicados para dos 
casos en particular; en el primer caso se tendrá como 
referencia un solo contaminante, el cobre; mientras que 
en el segundo caso se tendrá como referencia a un cuerpo 
receptor, el cual presenta varios metales, sulfatos, turbi-
dez, entre otros parámetros. En ambos casos, el objetivo 
de los ensayos es encontrar la concentración letal media 
(CL50) para daphnias en pruebas cortas (96 h), utili-
zando para su determinación la curva de análisis Probit 
(Apha, Awwa, wpif-1992).
2.1. Metodología aplicada para un solo contaminante 
(cobre)
Se utilizarán vasos de precipitado con un litro de agua 
destilada, y en cada uno de ellos se colocarán 10 daphnias 
(Piola, 2011), (Marin, 2007).
El primer vaso se usará como blanco, mientras que en 
los otros se vaciará una solución de cobre de 1000 ppm 
en diferentes cantidades, p. ej.: 5, 10, 15 y 20 g/L; y se 
evaluará en cuál de los recipientes mueren exactamente 5 
organismos al final de las 96 h de ensayo.
En el caso de que en todos los recipientes (excepto el 
blanco) después de las 96 h mueran más de 5 organismos 
o que en todos mueran menos de 5, se deberá realizar 
nuevamente los ensayos en los vasos de precipitado (uno 
en blanco) con mayores o menores concentraciones según 
sea la circunstancia. Una vez encontrada la concentración 
capaz de matar a la mitad de los organismos, se realiza 
nuevamente un bioensayo de 96 h, esta vez con concen-
traciones de un rango más reducido.
Por ejemplo, si la concentración es de 15 g/L, los ensayos 
serán de: 13, 14, 15, 16 y 17 g/L. Estos resultados se 
plotearán a un papel logarítmico obteniendo la concen-
tración letal media (CL50) para el cobre utilizando daph-
nias; esta concentración es diferente para cada organismo.
2.2. Metodología aplicada para varios contaminantes 
(cuerpo receptor)
La metodología es similar en el caso de un solo contami-
nante; se utilizarán vasos de precipitado de un litro de 
capacidad y en cada uno de ellos se colocarán 10 daph-
nias; en este caso el cuerpo receptor se trata de un río que 
transporta metales, sulfatos, presenta sólidos suspendidos 
totales (SST), entre otros parámetros. Esta metodología 
puede ser aplicada también para varios metales en con-
junto o efluentes (Sánchez, 2002), (Ramos, 1996).
El primer vaso se usará como blanco, en tanto que en los 
otros se vaciará el agua del río en diferentes concentracio-
nes, p. ej.: 5, 10, 15, 20 y 25%, y se evaluará en cuál de 
los recipientes mueren exactamente 5 organismos al final 
de las 96 h de ensayo; se debe considerar que una concen-
tración de agua de río al 5 % en un recipiente de un (01) 
litro significa que 50 ml corresponde al agua del río y 950 
ml al agua destilada.
En el caso de que en todos los recipientes (excepto el 
blanco) después de las 96 h mueran más de 5 organismos 
o que en todos mueran menos de 5, se deberá realizar 
nuevamente los ensayos en los vasos de precipitado (uno 
en blanco) con mayores o menores concentraciones de 
agua de río, según sea la circunstancia. Una vez encon-
trada la concentración capaz de matar a la mitad de los 
organismos, se realiza nuevamente un bioensayo de 96 h, 
y esta vez con concentraciones de un rango más reducido.
Por ejemplo, si la concentración de agua de río es de 15 
%, los ensayos serán con una concentración de: 13, 14, 15, 
16 y 17 %. Estos resultados se plotearán a un papel loga-
rítmico obteniendo la concentración letal media (CL50) 
para el agua del río utilizando daphnias. Esta concentra-
ción de agua de río es diferente para cada cuerpo receptor 
o efluente.
III. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Los resultados obtenidos, al igual que la metodología apli-
cada, están referidos a los dos casos antes mencionados; 
el primero de ellos para un solo contaminante (cobre) y 
el segundo para varios contaminantes (cuerpo receptor).
3.1. Resultados de los bioensayos con un solo contaminante 
(cobre)
Se realizaron 2 ensayos con una solución de cobre de 1000 
ppm; en el primero de ellos se utilizaron 5 recipientes de 
un (01) litro, uno (01) como blanco y 4 recipientes con-
teniendo diferentes concentraciones de la solución. Las 
concentraciones de cobre fueron 5, 10, 15 y 20 μg/L (Ver 
Tabla N° 1).
Tabla N° 1. Primer ensayo biotoxicológico con cobre
De acuerdo a la Tabla N° 1, se observa que en el reci-
piente en blanco no murió ninguna Daphnia en las 96 h 
de ensayo; en el 2 μg/L murieron 4; en el de 5 μg/L, 8; y 
en los de 10 μg/L y 20 μg/L murieron todas la Daphnias; 
esto significa que la concentración letal media (CL50) se 
encuentra entre 2 y 5 μg/L.
Posterior a esto, se realizó el segundo ensayo con un mar-
gen de concentraciones más reducido; esta vez se utiliza-
ron 6 recipientes de un (01) litro, uno (01) como blanco y 
5 recipientes conteniendo diferentes concentraciones de la 
solución. Las concentraciones de cobre fueron: 2, 3, 4, 5 y 
6 μg/L (Tabla N° 2).
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Tabla N° 2. Segundo ensayo biotoxicológico con cobre
Según la Tabla N° 2, se observa que la concentración letal 
media (CL50) es 4 μg/L, debido a que murieron exacta-
mente 5 Daphnias a las 96 h de ensayo. La imagen de los 
2 ensayos biotoxicológicos con cobre puede observarse en 
la Figura N° 3.
Figura N° 3. Ensayos biotoxicológicos realizados con cobre.
Para tener un resultado más exacto de la concentración 
letal media (CL50) de cobre para Daphnias, en pruebas 
cortas (96 h), se plotean los datos obtenidos en la Tabla 
N° 2 a un papel logarítmico y se realiza la curva de aná-
lisis Probit (Figura N° 4).
Figura N° 4. Concentración letal media (CL50) de cobre para Daphnias 
utilizando la curva de análisis Probit
De acuerdo a la Figura N°4 y a la curva de análisis Pro-
bit, la concentración letal media (CL50) de cobre para 
Daphnias en pruebas cortas (96 h) es 3.3 μg/L.
3.2. Resultados de los bioensayos con varios contaminan-
tes (cuerpo receptor)
Para este ensayo biotoxicológico de corta duración (96 h) 
se utilizó el agua del río Boca Cabana (Áncash-Perú), en 
época de estiaje; este río presenta valores de pH, Pb, Cd 
y As fuera de los límites establecidos por los estándares 
de calidad ambiental (ECA-Cat.3); además, el valor de 
los sólidos suspendidos totales (SST) es superior al esta-
blecido por la FAO para riego (OMS, 1992).
Se realizaron 2 ensayos con el agua de este río; en el pri-
mero de ellos se utilizaron 5 recipientes de un (01) litro, 
uno (01) como blanco y 4 recipientes conteniendo diferen-
tes concentraciones del agua de río. Las concentraciones 
del agua de río fueron 50, 70, 90 y 100% (Tabla N° 3).
Tabla N° 3. Primer ensayo biotoxicológico con el agua de río
De acuerdo a la Tabla N° 3, se observa que la concentra-
ción letal media (CL50) debe encontrarse entre 40 y 70 % 
de concentración del agua del río para las 96 h de ensayo 
con Daphnias; es por esto que se realiza el segundo ensayo 
con un rango de concentraciones más reducido, además 
del recipiente blanco. Las concentraciones del agua de río 
fueron 45, 50, 55, 60 y 65 % (Tabla N° 4).
Tabla N° 4. Segundo ensayo biotoxicológico con el agua de río.
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Según la Tabla N° 4, se observa que la concentración 
letal media (CL50) es 60 %, debido a que murieron exac-
tamente 5 Daphnias a las 96 h de ensayo. La imagen de 
los 2 ensayos biotoxicológicos con el agua de río puede 
observarse en la Figura N° 5.
Figura N° 5. Ensayos biotoxicológicos realizados con el agua de río (cuerpo 
receptor)
Para tener un resultado más exacto de la concentración 
letal media (CL50) del agua de este río para Daphnias, en 
pruebas cortas (96 h), se plotean los datos obtenidos en 
la Tabla N° 4 a un papel logarítmico y se realiza la curva 
de análisis Probit (Ver Figura N° 6).
Figura N° 6. Concentración letal media (CL50) de un agua de río para 
daphnias, utilizando la curva de análisis Probit
De acuerdo a la Figura N° 6 y a la curva de análisis 
Probit, la concentración letal media (CL50) de esta agua 
de río para Daphnias, en pruebas cortas (96 horas) es 59 
%; es decir, que el agua del río es 59 % y el 41% es agua 
destilada.
IV. CONCLUSIONES
1.  Las Daphnias, conocidas comúnmente como pulgas 
de agua, han sido escogidas en estos ensayos bio-
toxicológicos debido a que son muy susceptibles a 
contaminantes y cumplen un papel muy importante 
en los ecosistemas acuáticos; además, se apoderan de 
otros organismos más pequeños y sirven de alimento 
a diversos peces.
2.  Según los resultados obtenidos en los bioensayos de 
96 h (pruebas cortas) con Daphnias, utilizando un 
solo contaminante (solución de cobre de 1000 ppm) 
se encontró lo siguiente: en el primer bioensayo, con 
un rango amplio de concentraciones, la concentra-
ción letal media (CL50) se encuentra entre 2 y 5 
μg/L; mientras que en el segundo bioensayo, con 
un rango pequeño de concentraciones y la curva de 
análisis Probit, la CL50 es de 3.3 μg/L.
3.  De acuerdo a los resultados obtenidos en los bioen-
sayos de 96 h (pruebas cortas) con Daphnias, uti-
lizando varios contaminantes (cuerpo receptor) se 
encontró lo siguiente: en el primer bioensayo, con un 
rango amplio de concentraciones, la concentración 
letal media (CL50) está alrededor del 60 % (60 % 
es el agua del cuerpo receptor y 40 % el agua des-
tilada); mientras que en el segundo bioensayo, con 
un rango pequeño de concentraciones y la curva de 
análisis Probit, la CL50 es 59% (59 % es el agua del 
cuerpo receptor y 41 % el agua destilada).
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para indicar la fuente o procedencia literal de los 
datos y para aclarar o explicar una idea.
CITACIÓN DE REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
Las referencias deben ser pertinentes al artículo y 
tendrán la estructura según el estilo APA. A conti-
nuación presentamos los siguientes modelos.
Publicación periódica:
Benavides V. (1999). Estratigrafía Preterciaria de la 
Región de Arequipa. Boletín de la Sociedad Geológica 
del Perú, T. 38, pp: 55-63.
Libro:
Smith, H. y Mc Cabe, R. (2006). Operaciones uni-
tarias en Ingeniería Metalúrgica. México: Reverte.
Publicación colectiva:
Vicente, J. C. (2008). Elementos de estratigrafía 
mesozoica sur-peruana. En W. Volkheimer y E. Mu-
sacchio (eds.). Cuencas sedimentarias del Jurásico y 
Cretácico. Vol. 1, pp. 319-351. Buenos Aires: Comité 
Sudamericano del Jurásico y Cretácico. 
Tesis:
Alejandro, V. (2010). Contribución a los Estudios 
Petrográficos del Magmatismo Meso-Cenozoico de los 
Andes Centrales (Sur del Perú). Tesis de ingeniero 
geólogo. Lima: Universidad Nacional Mayor de San 
Marcos.
Actas de congresos, coloquios, cursos, simposios: 
Soto, J. (2005). Levantamiento sísmico tridimensio-
nal en el yacimiento Pavayacu Parte Sur. Resúmenes 
extendidos del VIII Congreso Peruano de Geología. 
Lima: Edit. Sociedad Geológica del Perú, p: 130-132.
Sitios de internet:
Acevedo F. (2005). Fundamento y perspectivas de la 
biominería. Ediciones Universitarias de Valparaíso. 
http://www.euv.cl/archivos_pdf/libros_nuevos/
fundamentos_biomineras.pdf (visitado el 06-06-2010)
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6. Illustrations. These include figures and tables. 
The figures include images, charts and diagrams 
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lists. These will not be re-processed; therefore, they 
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costs of color illustrations.
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the researcher about his work to indicate the source 
or literal origin of data and clarify or explain an idea.
CITATION OF REFERENCES
References should be relevant to the article and will 
have the structure according to the APA style.
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Periodical: 
Benavides V. (1999). Pre-tertiary stratigraphy of the 
region of Arequipa. Bulletin of the Geological Society 
of Peru, T. 38, pp: 55-63.
Book:
Smith, H. McCabe, R. (2006). Unit operations in 
Metallurgical Engineering. Mexico: Reverte.
Collective publication:
Vicente, J. C. (2008). Sur-Peruvian elements Meso-
zoic stratigraphy. Volkheimer W. and E. Musacchio 
(eds.). Sedimentary basins of the Jurassic and Cre-
taceous. Vol. 1, pp. 319-351. Buenos Aires: South 
American Committee of the Jurassic and Cretaceous.
Thesis: 
Alejandro, V. (2010). Contribution to petrographic 
studies of Meso-Cenozoic magmatism of the (South-
ern Peru) Central Andes. Thesis engineering geolo-
gist. Lima Mayor de San Marcos National University. 
Congresses proceedings, discussions, courses, sym-
posia:
Soto, J. (2000). Three-dimensional seismic survey in 
the South Part Pavayacu site. Extended abstracts of 
the VIII Peruvian Geological Congress, Lima. Edit. 
Geological Society of Peru, p: 130-132.
Internet sites: 
Acevedo F. (2005). Background and bio-mining 
prospects. University editions of Valparaiso. http://
www.euv.cl/archivos_pdf/ libros_nuevos/funda-
mentos_biomineras.pdf (accessed 06-06-2010).
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